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Sarveiskalvo on silmän etupinnalla sijaitseva valoa läpäisevä ja taittava kerros. Sarveiskalvo jaetaan en-
doteeliin, stroomaan ja epiteeliin. Sarveiskalvodystrofiassa normaali sarveiskalvon rakenne on aineen-
vaihduntahäiriön seurauksena korvautunut sarveiskalvoon kertyneellä epänormaalilla aineksella. Sar-
veiskalvodystrofiat luokitellaan taudin anatomisen sijainnin mukaan kolmeen tyyppiin: sarveiskalvon 
etuosan-, stroomaosan ja endoteelin dystrofiat. Nämä jaetaan edelleen alaluokkiin kullekin sairaudelle 
tyypillisen taudinkuvan mukaan.   
Lämpösokkiproteiinit ovat proteiineja, jotka auttavat proteiinien laskostumista, ja sitä kautta estävät vir-
heellisten proteiinien kertymistä soluihin ja näiden proteiinikertymien aiheuttamia sairauksia. Läm-
pösokkiproteiinien määrä lisääntyy ja niiden aktiivisuus kasvaa, mikäli soluun kohdistuu stressi esim. 
infektion, myrkyn tai hapenpuutteen seurauksena. Lämpösokkiproteiini 70:n (Hsp70) synteesi lisääntyy 
solun stressikuorman lisääntyessä. Hsp70:n rooli korjaavana komponenttina on todettu mm. aivoiskemi-
assa ja suolistoalkuisessa sepsiksessä. Lämpösokkiproteiinien lisäksi solujen proteiiniaineenvaihduntaan 
osallistuu myös muita solunsisäisiä tekijöitä. Näiden merkitys korostuu varsinkin silloin kun lämpösokki-
proteiinien kapasiteetti ei ole riittävä. 
Työn tarkoituksena oli selvittää, onko Hsp70 ilmeneminen lisääntynyt strooman makulaarisessa ja latti-
cetyyppisessä sarveiskalvodystrofioissa. Latticedystrofiassa stroomaan ilmaantuu amyloidikertymiä. 
Makulaarisessa dystrofiassa strooman solujen ulko- ja sisäpuolelle ilmaantuu proteoglykaaniaggregaat-
teja. 
Työssä käytettiin ihmisen sarveiskalvodystrofianäytteitä, jotka tutkittiin immunohistokemiallisella vär-
jäyksellä.  
Hsp70:n ilmentymistä havaittiin erityisesti basaaliseen epiteeliin ja endoteelin soluissa. Tämä osoittaa 
Hsp70:n yrityksen korjata väärin laskostuneita proteiineja kyseisillä alueilla. Makulaarisessa dystrofiassa 
Hsp70 ilmentymistä tapahtui erityisesti basaalisen epiteelin alimmissa, kuutiomaisissa tyvisoluissa sekä 
endoteelin alueella. Lattice dystrofiassa Hsp70 ilmenemistä havaittiin erityisesti epiteelin uloimpien so-
lujen sekä endoteelin alueella. Saadut tutkimustulokset osoittavat, että sarveiskalvodystrofiat saattavat 
ainakin osittain johtua väärin laskostuneiden proteiinien kerääntymisestä soluihin. 
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The cornea is located on the front surface of the eye and it is refracting the light-transmitting layer. The 
cornea is divided into endothelium, stroma and epithelium. Corneal dystrophy refers to a condition in 
which the normal structure of the cornea is partially replaced by an abnormal substance as a result of a 
metabolic disorder. Corneal dystrophies are classified into three categories by the anatomical location of 
the disease: anterior corneal dystrophies, stromal corneal dystrophies and endothelial corneal dystro-
phies. These are further divided into disease specific sub-categories. 
 
Heat shock proteins help folding unfolded proteins and thereby prevent an accumulation of these proteins 
within cells, and thus the diseases which are related to the accumulation. The amount and the activity of 
the heat shock proteins increase if a cell is under the stress. A cell stress can be caused e.g. by infection, 
intoxication, or lack of oxygen. Especially synthesis of heat shock protein 70 (Hsp70) increases under a 
cell stress. Hsp70 has been implicated in a gastrointestinal sepsis and a brain ischemia. There are also 
other factors that are involved in a protein metabolism in a cell. These other factors become important 
when the capacity of the heat shock proteins is not sufficient. 
 
The purpose of this study was to find out whether Hsp70 activity increases in corneal dystrophies. Mac-
ular- and lattice type corneal dystrophy samples were used in this study. Amyloid accumulation occurs 
in lattice type dystrophy and proteoglycanaggrecates in macular corneal dystrophy.  
 
The human corneal dystrophy samples were used in this study. Samples were examined by immunohisto-
chemical staining.  
 
The accumulation of Hsp70 both in the basal epithelium and endothelial cells was observed. This finding 
demonstrates that Hsp70 repairs misfolded proteins in these corneal layers. Expression of Hsp70 was 
particularly seen in the basal epithelium of the lower, cuboidal cells and in macular corneal dystrophy in 
endothelial cells. Furthermore, Hsp70 was remarkable found in the outer region of the epithelial cells 
and in the endothelial cells in lattice type dystrophy. In conclusion, one reason of corneal dystrophies 
might be accumulation of unfolded proteins into the cells. 
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1. Johdanto 
 
Näköaisti on ihmisen tärkein aisti, koska sen avulla saamme suurimman osan informaatiosta ulkomaail-
masta. Näkökyvyn menetys aiheuttaa vakavan invaliditeetin, joka vaikuttaa ihmisen henkiseen ja fyysi-
seen hyvinvointiin sekä aiheuttaa kuormitusta sosioekonomisesti. Suurin osa näkökykyä heikentävistä ja 
sokeuteen johtavista sairauksista kehittyy hitaasti ja aiheuttaa suurempia ongelmia vasta yli 60-vuotiaille. 
Maailmanlaajuisesti yleisin sokeuden aiheuttaja on länsimaissa helposti hoidettava harmaakaihi ja länsi-
maissa verkkokalvon ikärappeuma (Rudanko ja Leinonen 2001).    
Verisuoneton sarveiskalvo läpäisee ja taittaa valonsäteitä sekä toimii silmän etuosan mekaanisena suo-
jana (Tervo 2001). Terveen sarveiskalvon toiminta on erittäin tärkeää normaalin näkökyvyn kannalta. 
Sarveiskalvodystrofiat ovat joukko sarveiskalvon sairauksia, joissa normaali sarveiskalvon toiminta on 
häiriintynyt geneettisesti tai ympäristön stressin vaikutuksesta. Sairauteen voidaan sairastua jo vau-
vaiässä, mutta yleensä viimeistään nuorena aikuisena (Tervo 2001, Irvine ym. 2002, Goldstein 2014). 
Pahimmillaan dystrofiat voivat johtaa näkökyvyn täydelliseen menetykseen.  
Sarveiskalvodystrofioiden tarkkaa patogeneesiä ei täysin vielä tunneta. Osassa dystrofiatyypeistä on to-
dettu geenimutaatioita, jotka aiheuttavat sarveiskalvon toimintahäiriön ja sitä kautta dystrofiamuutokset. 
Kaikkien sarveiskalvodystrofiatyyppien tiedetään olevan autosomaalisesti periytyviä ja ilmenevän mo-
lemminpuolisesti (Irvine ym. 2002). 
Lämpösokkiproteiinit auttavat väärin laskostuneiden proteiinien ja denaturoituneiden proteiinien uudel-
leen laskostumisessa sekä estävät apoptoosia. Näin ollen ne estävät väärin laskostuneista proteiineista 
johtuvia proteiinien kertymäsairauksia. Työssä tutkittua lämpösokkiproteiini 70 (Hsp70) on aiemmin tut-
kittu ainoastaan vähän liittyen sarveiskalvodystrofioihin. Hsp70 on todettu olevan osittaisena tekijänä 
sarveiskalvodystrofian patogeneesissä yhdessä solun muiden proteiinien kertymiseen vaikuttavien teki-
jöiden kanssa (Kaarniranta ym. 2014).  
Tämä opinnäytetyö koostuu kahdesta osiosta, kirjallisuuskatsauksesta ja kokeellisesta osuudesta. Kirjal-
lisuuskatsauksessa perehdytään sarveiskalvon normaaliin toimintaan, sarveiskalvodystrofioihin sekä so-
lun proteiiniaineenvaihduntaan. Kokeellisessa osuudessa tutkittiin Hsp70:n roolia sarveiskalvodystrofian 
patogeneesissä. 
7 
 
 
 
2. Kirjallisuuskatsaus 
2.1. Sarveiskalvon anatomia ja fysiologia 
Sarveiskalvo (cornea) on silmän etupinnalla sijaitseva valoa läpäisevä ja taittava kerros, jota rajaa edestä 
kyynelnestekerros ja takaa etukammioneste. Sarveiskalvo toimii silmän etuosan mekaanisena suojana. 
Se on keskiosasta n. 0,5 mm ja reunoilta n. 0,7 mm paksu. Muodoltaan se on kupera ja sen pystysuora 
halkaisija on keskimäärin 10,6 mm ja vaakasuora n. 11,7 mm (Tervo 2001, Vesaluoma ym. 2007). Sar-
veiskalvo on silmän eniten valoa taittava osa (2/3 silmän koko taittovoimakkuudesta) ja sen taittovoima 
on n. 40 D. Sarveiskalvo on verisuoneton, mutta siihen voi muodostua verisuonia sairauksien esim. 
diskformisen keratiitin yhteydessä (Tervo 2001). Lisäksi sillä on erittäin runsas tuntohermotus, jonka 
avulla se aistii mekaanista, kemiallista ja termistä ärsykettä. Paksuuteensa nähden sarveiskalvo on hyvin 
vahva kudos. Sarveiskalvossa on 5 eri kerrosta: epiteeli, Bowmanin kerros, strooma, endoteelisolujen 
tyvikalvo eli Descementin kalvo sekä endoteelisolukerros (Tervo 2001, Holopainen ja Krootila 2010). 
(Kuva 1) 
 
 
Kuva 1. Normaalin sarveiskalvon rakenne (Holopainen ja Krootila 2010). 
 
Sarveiskalvoa hermottavat nervus trigeminuksen haara n. ophtalmicus ja n. maxillariksen säikeet. Her-
mot ovat myeliinitupen ympäröimiä aina sidekalvon ja sarveiskalvon rajaan asti, mutta sarveiskalvoon 
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asti myeliinituppi ei yllä. Hermosäikeet, joita ympäröivät Schwannin solut, kulkevat stroomassa ja muo-
dostavat epiteelin alle hermopunoksen, josta ne menevät kohti epiteeliä ja solujen väleihin (Tervo 2001).  
Sarveiskalvon epiteelissä on noin 5–7 solukerrosta, jotka uusiutuvat jatkuvasti. Normaalisti epiteeli uu-
siutuu noin viikossa. Epiteelin pintaa peittää kyynelkalvo, joka pitää sarveiskalvon ja sitä kautta silmän 
pinnan jatkuvasti kosteana. Epiteelisolut ovat toisissaan kiinni desmosomeilla ja alimmat kuutiomaiset 
tyvisolut taas kiinnittyvät tyvikalvoon ja Bowmanin kerrokseen hemidesmosomeilla ja ankkurikomplek-
seilla. Bowmanin kerros on epiteelin tyvikalvon alla oleva kollageenipitoinen kerros. Bowmanin kerrok-
sen alla on sarveiskalvon paksuin kerros eli strooma. Strooma on kerrostunutta ja koostuu tyypin 1 kol-
lageenisäikeistä.  Kerroksia on n. 200 ja ne ovat järjestäytyneet kohtisuoraan toisiaan vasten. Strooman 
alla on Descementin kalvo, joka toimii endoteelin tyvikalvona. Sarveiskalvon endoteelin muodostaa yk-
sikerroksinen kuusikulmaisten solujen muodostama solukerros. Endoteelisolut ovat suorassa kosketuk-
sissa etukammion nesteeseen (Elhalis ym. 2010). Endoteelin tärkeimpänä tehtävänä on pitää sarveiskalvo 
kirkkaana toimimalla fyysisenä esteenä ja pumppaamalla nestettä sarveiskalvosta takaisin etukammioon 
(Holopainen ja Krootila 2010). Endoteelin toimintahäiriö johtaa sarveiskalvon turpoamiseen esim. endo-
teliaalisissa dystrofioissa (Holopainen ja Krootila 2010). 
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2.2 Sarveiskalvon dystrofiat 
Sarveiskalvon dystrofia tarkoittaa tilaa, jossa normaali sarveiskalvon rakenne on aineenvaihduntahäiriön 
seurauksena korvautunut sarveiskalvoon kertyneellä epänormaalilla aineella (Goldstein ym. 2014). Sar-
veiskalvon dystrofiat ovat perinnöllisiä silmäsairauksia, jotka ovat yleensä molemmissa silmissä. Tauti 
ei periydy sukupuolikromosomissa, ja riittää, kun toisella vanhemmista on geeni eli kyseessä on siis 
autosomaalisesti dominantti periytyminen (Schnitzer ja Krachmer 1981). Sarveiskalvodystrofiat on hel-
poin luokitella taudin anatomisen sijainnin mukaan eli missä sarveiskalvon kerroksessa kyseinen muutos 
sijaitsee. Kirjallisuudessa käytetään yleensä seuraavaa jaottelua: sarveiskalvon etuosan-, stroomaosan ja 
endoteelin dystrofiat (Goldstein ym. 2014, Sugar ja Batta 2014, Rosado-Adames ja Afshari 2014). Sar-
veiskalvodystrofiat eroavat sarveiskalvon degeneraatioista siten, etteivät degeneraatiot yleensä periydy. 
Lisäksi degeneraatiot liittyvät vahvasti ikääntymiseen, sarveiskalvon verisuonituksen ongelmiin ja voi-
vat olla ainoastaan toisessa silmässä (Woodward ym. 2014). Dystrofioilla on lisäksi degeneraatioita use-
ammin näöntarkkuutta huonontava vaikutus (Woodward ym. 2014).  
 
2.2.1. Sarveiskalvon etuosan dytrofiat 
Sarveiskalvon etuosan dystrofiat sijaitsevat Bowmanin kerroksen ja sarveiskalvon epiteelin alueella. 
Yleisimpiä dystrofioita sarveiskalvon etuosassa ovat map-dot-fingerprint- (MDF), Meesmanin- sekä 
Reis-Bucklerin dystrofiat (Goldstein ym. 2014). Epiteelin tyviosassa tai tyvikalvossa voi olla vaaleita 
rakkuloita (dot), viivamaisia epiteelimuutoksia (fingerprint) tai saaren muotoisia eli karttamaisia muu-
toksia (map). Tilaan voi liittyä toistuvia sarveiskalvoeroosioita eli epiteelin irtoamisia alustastaan (Tervo 
2001). MDF-dystrofia on yleisin yli 40-vuotiailla potilailla (Goldstein ym. 2014). Meesmanin epiteliaa-
liinen dystrofia on harvinainen sairaus, joka ilmaantuu elämän ensimmäisten viiden vuoden aikana (Ir-
vine ym. 2002). Kyseessä on autosomaalisesti dominantisti periytyvä sairaus, jonka on osoitettu liittyvän 
mutaatioihin sarveiskalvon keratiinissa K12 (Irvine ym. 2002). Sarveiskalvoon ilmaantuu hyvin pieniä 
mikrokystia, jotka eivät alkuun aiheuta oireita. Iän myötä näiden kystien määrä lisääntyy ja myös sitä 
kautta oireilu lisääntyy. Aikuisiässä potilailla voi olla, kystien rikkoontumisen seurauksena aiheutuneen 
eroosion vuoksi oireina, valoarkuutta sekä näöntarkkuuden heikentymistä (Irvine ym. 2002). Reis-Buck-
lerin dystrofiassa on pyöreän muotoisia samentumia sarveiskalvon epiteelissä ja Bowmanin kerroksessa. 
Ajoittain tämä dystrofiatyyppi voi ulottua strooman etuosaan saakka (Weiss ym. 2008). Dystrofia ilme-
nee molemmissa silmissä ja havaitaan usein jo lapsuudessa (Tervo 2001). Tyypillisesti 1-2 vuoden iässä 
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ilmaantuvat kivuliaat eroosiot sarveiskalvolle. Oireina on mm. kipua, valoarkuutta ja roskan tunnetta 
silmässä (Tervo 2001, Weiss ym. 2008). 
 
2.2.2. Strooman dystrofiat 
Yleisimpiä strooman dystrofioita ovat makulaarinen, granulaarinen, lattice- ja Schnyderin dystrofia 
(Tervo 2001). Näiden lisäksi strooman alueella ilmenee lukuisia muita harvinaisempia dystrofioita (Su-
gar ym. 2014). Makulaarinen dystrofia on autosomaalisesti periytyvä, harvinainen sairaus (Klinthworth 
2009). Makulaarinen rappeuma voi ilmentyä jo ennen 20 vuoden ikää (Tervo 2001, Kaarniranta ym. 
2014). Makulaariselle dystrofialle on tyypillistä proteoglykaaniaggregaattien kertyminen sekä solujen 
sisä- että ulkopuolella. Nämä kertymät ovat epätarkkarajaisia, pinnallisia, harmahtavia samentumia, jotka 
ulottuvat strooman reuna- ja takaosiin ja alentavat näöntarkkuutta (Tervo 2001, Klinthworth 2009, Kaar-
niranta ym. 2014).  
Granulaarinen dystrofia on autosomaalisesti dominantisti periytyvä sairaus (Weiss ym 2008). Granulaa-
risessa dystrofiassa on etustrooman alueelle, aivan Bowmanin kerroksen alapuolelle, kertynyt irrallisia 
vaaleita kiteitä, jotka ovat aluksi pieniä ja suurenevat ajan kuluessa. Kiteiden väliset alueet pysyvät kirk-
kaina (Klinthworth 2009). Loppujen lopuksi ne ovat paljain silmin nähtävissä ja keskellä sarveiskalvoa 
tarkkarajaisina alueina. Granulaarinen dystrofia ilmenee usein ennen 20:ta ikävuotta (Tervo 2001). Gra-
nulaarisesta dystrofiasta kärsivistä potilaista jotkut ovat oireettomia ja osalle kehittyy eroosiota. Ajan 
kuluessa osalle potilaista kehittyy näöntarkkuuden ongelmia (Sugar ym. 2014) 
Latticedystrofiat ovat tyypillisesti eteneviä, autosomaalisesti dominantisti periytyviä sekä molemmin 
puolisia (Klinthworth 2009).  Latticedystrofiassa sarveiskalvolle ilmestyy harmahtavia epätarkkarajaisia 
juovia (lattice lines). Stroomaan ilmaantuvat samentumat ja juovat ovat amyloidikertymiä (Sugar ym. 
2014). Sairauden oireita ovat mm. kuivat silmät, tunnon aleneminen sekä iän myötä diffuusi sarveiskal-
von samentuminen. Latticedystrofia alkaa usein ennen 20 vuoden ikää (Tervo 2001). Latticedystrofioita 
on kolmea tyyppiä, lattice I-III (Klinthworth 2009). Lattice tyyppi I:ssä stroomaan ilmaantuu sauvamai-
sia, lasimaisia samentumia keskeiselle alueelle sarveiskalvoa, reuna-alueiden pysyessä kirkkaina (Morita 
ym. 2012). Lattice tyyppi II tunnetaan Suomessa Meretojan tautina (Kiuru 1998). Meretojan tauti on 
autosomissa dominantisti periytyvä gelsoliiniamyloidoosi, missä havaitaan silmä-, iho- sekä hermosto-
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oireita (Kiuru-Enari ja Haltia 2010). Lattice tyyppi III ilmaantuu yleensä yli 40-vuoden iässä. Tässä ala-
tyypissä stroomaan ilmaantuu paksuja lankamaisia amyloidikertymiä. Tyyppien I ja III ero onkin, että 
tyyppi I ilmaantuu nuoremmalla iällä kuin tyyppi III. Tyypissä II taas on myös systeemisiä oireita erona 
kahteen muuhun tyyppiin (Sugar ym. 2014).   
Schnyderin dystrofiassa kertyy kolesterolikiteitä keskelle sarveiskalvoa. Aluksi kiteet näyttävät pieniltä 
sauvoilta, mutta ne laajenevat iän myötä. Lopputuloksena on sarveiskalvon samentuminen kokonaisuu-
dessaan (Tervo 2001). Schnyderin dystrofia on autosomaalisesti dominantisti periytyvä ja ilmenee mo-
lemmissa silmissä (Shearman ym. 1996). Schnyderin dystrofiaa sairastavilla potilailla havaitaan usein 
myös hyperkolesterolemia (Shearman ym. 1996).  
 
2.2.3 Endoteelin dystrofiat 
Endoteelin solujen morfologiset muutokset saavat aikaan endoteelisolujen määrän vähentymisen ja sa-
manaikaisen solujen kasvun (Tervo 2001, Elhalis ym. 2010). Solujen muutoksen seurauksena endoteeli-
solujen pumpputoiminta heikentyy ja sarveiskalvo turpoaa, mitä seuraa näön tarkkuuden heikentyminen 
(Elhalis ym. 2010).  Tyypillisin endoteelin dystrofia on Fuchsin endoteliaalinen dystrofia, joka on ylei-
sempi naisilla kuin miehillä. Tässä dystrofiamuodossa sarveiskalvon endoteelille kertyy tummia täpliä, 
jotka ovat biomikroskopiassa nähtävissä (Tervo 2001). Fuchsin dystrofia voi pitkälle edenneenä muis-
tuttaa MDF-dystrofiaa (Kaunisto 1992).  Tauti alkaa n. 40 ikävuoden jälkeen oireettomana. Ajan kulu-
essa näkö huonontuu ja häikäisy muodostuu ongelmaksi. Myöhemmin tulee oireeksi kipu, joka aiheutuu 
sarveiskalvon turpoamisesta ja tämän aiheuttamasta hermojen puristumisesta (Tervo 2001).  
 
2.3. Sarveiskalvon kartiorappeuma 
Sarveiskalvon kartiorappeuma eli keratokonus on ei-tulehduksellinen sarveiskalvon ohenemiseen joh-
tava sairaus (Sugar ja Batta 2014). Kartiorappeuma ei ole dystrofia vaan ektasia. Ektasioilla tarkoitetaan 
häiriöitä, jotka johtavat sarveiskalvon muodon muutokseen. Syytä sairauteen ei tunneta. Histologispato-
logisissa tutkimuksissa on havaittu, että sarveiskalvon stroomaosa ohenee, Bowmanin kalvo repeytyy 
paikoittain ja sarveiskalvon epiteelin basaalisoluihin alkaa kertyä rautaa (Tervo 2001, Holopainen ja 
Krootila 2010). Tutkimuksissa on myös havaittu keratosyyttien apoptoosin lisääntymistä (Sugar ja Batta 
2014). On ajateltu että keratosyyttien vähentyminen johtaisi vähentyneeseen kollageenin tuotantoon, 
joka johtaa stroomaosan ohentumiseen (Sugar ja Batta 2014). Silmien hieromisen ajatellaan myös olevan 
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yhteydessä taudin kehittymiseen osalla potilaista. Tarkempaa tietoa siitä, miksi silmien hierominen edes-
auttaa taudinkehittymistä, ei ole (Sugar ja Batta 2014).  Sairaus on yleisin kaikista sarveiskalvon siirtoon 
johtavista sarveiskalvon sairauksista. Tauti on yleensä molemminpuolinen (Sugar ja Batta 2014). Sairau-
den alku painottuu suurimalla osalla varhaiseen puberteettiin. Keratokonukseen liittyy geneettinen alt-
tius, mutta geenivirhe on edelleen tunnistamatta. Kartiorappeumalla on selkeä yhteys Downin syndroo-
maan, atooppisiin sairauksiin, uniapneaan ja ylipainoon (Sugar ja Batta 2014). Sarveiskalvon ohenemi-
sen ja muodonmuutoksen seurauksena, potilaista tulee likinäköisiä sekä hajataittoisuus lisääntyy (Tervo 
2001, Holopainen ja Krootila 2010, Sugar ja Batta 2014) 
 
2.4. Lämpösokkiproteiinit ja solun proteiiniaineenvaihdunta 
Lämpösokkiproteiinit eli caperonit (heat shock proteins; Hsp) ovat proteiineja, jotka auttavat väärin las-
kostuneita proteiineja laskostumaan oikein translaatiossa. Auttaessaan proteiineja laskostumaan oikein 
lämpösokkiproteiinit estävät proteiini-aggregaattien muodostumista ja sitä kautta monien proteiinien ker-
tymisestä aiheutuvien sairauksien kehittymistä. Lisäksi lämpösokkiproteiinit auttavat denaturoituneita 
proteiineja laskostumaan uudelleen sekä estävät apoptoosia (Morimoto ym 1998) Lämpösokkiproteiineja 
on elimistössä normaalitilanteessa, mutta niiden määrä lisääntyy solustressin kuten infektion, tulehduk-
sen, myrkyn (esim. etanoli tai lääkeaine), säteilyn, hypoksian (hapenpuute) tai happiradikaalien lisään-
tyessä tai lämpötilan kasvaessa (Kaarniranta ym. 2001, Leppä ja Sistonen 1997). 
Hsp-proteiinit jaetaan molekyylipainonsa mukaan alaluokkiin 100, 90, 70, 60 ja 40 kDa. Lisäksi erotel-
laan vielä pienempimolekyyliset proteiinit 15–30 kDa. Hsp70 on tutkituin lämpösokkiproteiini ja sen 
synteesi lisääntyy huomattavasti solun stressikuorman seurauksena (Leppä ja Sistonen 1997). Hsp70 tuo-
tanto tapahtuu lämpösokkifaktori 1:n ( heat shock factor 1) avulla. Kun solu altistuu solustressille, 
HSF1:n muoto muuttuu ja se sitoutuu hsp geenissä olevaan HSE (heat shock element) molekyyliin, mikä 
saa aikaan Hsp70 tuotannon lisääntymisen (Morimoto ym. 1998). Tämän seurauksena lämpösokkiprote-
iinien synteesi kyseisessä solussa lisääntyy. Hsp-proteiinit eivät toimi ainoastaan stressitilanteessa vaan 
niillä on tärkeä tehtävä myös solun normaalissa toiminnassa, kuten proteiinien laskostumisessa ja prote-
iinien kuljetuksessa (Kaarniranta ym. 2001, Leppä ja Sistonen 1997). 
Hsp70:n merkitys on todettu useissa sairauksissa, kuten aivoiskemiassa, suolistoalkuisessa sepsiksessä 
ja sydäninfarktissa (Kaarniranta ym. 2001). Lisäksi Hsp70 toimii suojaavana komponenttina useissa neu-
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rodegeneratiivisissa sairauksissa kuten Alzheimerin ja Parkinsonin taudeissa (Ryhänen 2011). Silmäsai-
rauksissa Hsp70 roolia on tutkittu erityisesti silmänpohjan ikärappeumassa, jossa on todettu Hsp70:n 
rooli aggregaattien puhdistuksessa solusta (Ryhänen 2011). Lämpöshokkiproteiinien ilmenemistä sar-
veiskalvodystrofioissa on toistaiseksi tutkittu hyvin vähän.   
Lämpösokkiproteiinien lisäksi solussa toimii muita proteiiniaineenvaihduntaan vaikuttavia tekijöitä. 
Näiden merkitys korostuu erityisesti, kun lämpösokkiproteiinien kyky korjata väärin laskostuneita pro-
teiineja ei ole riittävä ja vääränlaiset proteiinit täytyy hävittää. Tärkeitä proteiinipuhdistumiseen osallis-
tuvia mekanismeja solussa ovat proteosomit, lysosomit, UPP (ubikitiini-merkityn tai proteosomaalisen 
proteiinin hajottamisjärjestelmä) sekä SQSTM1/p62 (sekuestosomi 1/p62).  
Proteasomi on solunsisäinen proteiinien muodostama entsyymiyhdistelmä, jonka tehtävänä on proteii-
nien hajottaminen peptideiksi. Proteosomi koostuu ydinkappaleesta sekä säätelykappaleesta. Säätelykap-
paleen tehtävänä on tunnistaa hajotettavat proteiinit ja ydinkappaleen hajottaa proteiinit peptideiksi. Pro-
teosomiin hajotettavat proteiinit kuljetetaan ubikitiinin avulla. Ubikitiini on 76 aminohappoa pitkä pro-
teiini, joka liitetään hajotettavaan proteiiniin, jotta kyseinen proteiini kulkeutuisi proteasomiin hajotetta-
vaksi.  Usein hajotettavaan proteiiniin liitetään useita ubikitiineja peräkkäin, jolloin puhutaan polyubiki-
tinoiduista proteiineista. (Heino ja Vuento 2002, Nelson ja Cox 2008, Kaarniranta ym. 2014).  
Tämän lisäksi solussa toimii proteiineja hajottava lysosomien autofagia. Lysosomeissa on proteiineja 
hajottavia entsyymejä eli proteaaseja. Lysosomit kaappavat hajotettavan proteiinin sisäänsä syömällä 
sen, jolloin puhutaan autofagiasta (Heino ja Vuento 2002, Nelson ja Cox 2008). Lämpösokkiproteiinien 
puhdistuskapasiteetin ylittyessä proteiinit kohdistetaan UPP:lle. UPP on tärkein proteiinien hajottamis-
järjestelmä soluissa. Se huolehtii väärin laskostuneiden tai ubikitiini-luokiteltujen liukenevien proteiinien 
puhdistuksesta (Kaarniranta ym. 2014). Ubikitiinin merkitsemät proteiinit kuljetetaan proteosomeihin 
hajotettavaksi. Vaihtoehtoisesti ubikitinoidut proteiinikompleksit kuljetetaan lysosomaalisen autofagian 
hajotettavaksi. Hsp70 sekä ubikitinoidut proteiinikonjugaatit sijoittuvat samalle proteiiniaggregaattialu-
eelle soluissa (Kaarniranta ym. 2014). Vähentynyt proteosomiaktivaatio käynnistää Hsp70:n, ubikitiini-
proteiinikonjugaattien sekä SQSTM1/p62 kerääntymisen soluihin ja näiden avulla vääränlaisten proteii-
nien poistamisen solusta (Seibenhener ym. 2004, Viiri ym. 2013). SQSTM1/p62 eli sekuestosomi 1/p62 
on solun proteiini, joka toimii yhdistävänä tekijänä proteasomi-välitteisessä proteolyysissä. Kyseisen 
proteiinin ilmenemistä on todettu erityisesti solun altistuessa oksidatiiviselle stressille (Seibenhener ym. 
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2004). SQSTM1/p62 kuvattiin ensimmäisen kerran polyubikitinoiduissa proteiiniaggregaateissa vas-
teena proteasomaaliselle ehtymiselle. Ubikitiiniin liittyneet SQSTM1:n alueet mahdollistavat ei-kova-
lentin sidoksen ubikitinoituihin proteiinisubstraatteihin. Näin merkityt proteiinit laitetaan eteenpäin pro-
teasomeihin hajotusta varten. Toinen vaihtoehto on kuljettaa ubikitinoidut kompleksit autofagiseen ha-
joitukseen lysosomeihin (Seibenhener ym. 2004, Viiri ym. 2013). Makulaarisen sarveiskalvodystrofian 
näytteissä on havaittu voimakas Ub-proteiinikonjugaattien sekä SQSTM1/p62 lisääntyminen sekä basaa-
lisissa epiteliaalisissa soluissa että strooman keratinosyyteissä (Kaarniranta ym. 2014) 
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3. Kokeellinen osa 
3.1. Työn tavoite 
Työn tarkoituksena oli selvittää immunohistokemiallista värjäystä käyttäen, onko lämpösokkiproteiini 
70:n aktiivisuus lisääntynyt sarveiskalvodystrofiassa ja liittyykö sarveiskalvodystrofiaan tulehdusreak-
tio.  
3.2. Immunohistokemia 
Immunohistokemiallisella värjäyksellä tarkoitetaan antigeenin osoittamista kudosleikkeestä, sille spe-
sifisellä vasta-aineella. Värjäyksissä käytetään erilaisia merkkiaineita (fluoresoiva leima, väriä tuottava 
entsyymi) ilmentämään vasta-aineen sitoutumista antigeeniin. Merkkiaine voi olla liitetty suoraan pri-
maarivasta-aineeseen, jolloin puhutaan suorasta menetelmästä. Käytettäessä termiä epäsuora menetelmä, 
merkkiaine on liitetty sekundaarivasta-aineeseen, joka tunnistaa primaarivasta-aineen (Naukkarinen ja 
von Boguslawsky 1998).  
Vasta-aineet voivat olla joko mono- tai polyklonaalisia. Monoklonaaliset vasta-aineet tuotetaan yhdistä-
mällä immunisoidusta eläimestä eristetyt plasmasolut myeloomasoluihin. Nämä soluhybridit tuottavat 
vasta-ainetta. Polyklonaaliset vasta-aineet saadaan immunisoimalla koe-eläin tietyllä antigeenilla. Koe-
eläimessä syntyy immuunivaste ja plasmasolut alkavat tuottaa vasta-ainetta antigeenin epitooppeja koh-
taan. Tämä vasta-aine eristetään koe-eläimen seerumista (Naukkarinen ja von Boguslawsky 1998). 
Histologisen näytteen prosessointiin kuuluvat fiksaatio, kuljetus, valaminen, leikkaaminen ja värjäys. 
Yleisin käytetty fiksatiivi on fosfaattipuskuroitu formaliini, muita paljon käytettyjä ovat myös metanoli, 
etanoli sekä glutaraldehydi. Fiksaation tarkoituksena on estää autolyysi ja bakteeritoiminta, säilyttää ku-
dos alkuperäisen kaltaisena ja estää pienten molekyylien hävikki. Fiksaation jälkeen kudosnäyte joko 
jäädytetään tai valetaan parafiiniin. Jos kudos valetaan parafiiniin, kudoksesta poistetaan ensin vesi (de-
hydraatio) nousevalla etanolisarjalla. Koska parafiini ei sekoitu dehydrointialkoholin kanssa, korvataan 
se liuottimella, joka sekoittuu sekä alkoholiin että parafiiniin. Yleisimmin tähän käytetty liuotin on  ksy-
leeniä. Viimeisessä vaiheessa sula valuaine (parafiini) imeytetään kudokseen. 
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Mikrotomilla leikataan yleensä yhden solukerroksen (5µm) paksuisia leikkeitä, jotka siirretään objekti-
lasille. Jääleikkeiden annetaan kuivua huoneenlämmössä ja parafiinileikkeiden 37 asteisessa lämpö-
kaapissa yön yli, jolloin ne kiinnittyvät lasille (Naukkarinen ja von Boguslawsky 1998).  
Parafiinileikkeet deparafinoidaan ksyleenissä, joka liuottaa parafiinin ja toimii ns. kirkastusaineena, jol-
loin kudos tulee läpikuultavaksi. Leikkeiden käsittely laskevassa alkoholisarjassa lisää näytteiden kos-
teutta (rehydraatio). Tris-puskuria (TBS) käytetään oikean pH:n aikaan saamiseksi, jotta vasta-aineella 
olisi parhaat mahdolliset olosuhteet kiinnittyä antigeeniin. Lisäksi TBS liuosta käytetään pesemään si-
toutumaton vasta-aine pois ennen seuraavan reagenssin lisäystä. Näytteiden pesua 3 % vetyperoksidissa 
käytetään tarvittaessa, jotta saadaan inaktivoitua kudoksen vetyperoksidaasi aktiivisuus ja estettyä siitä 
mahdollisesti aiheutuva taustan värjäytyminen. Vasta-aineen epäspesifisen sitoutumisen ehkäisemiseksi 
näytteet blokataan inkuboimalla niitä blokkausliuoksessa. Inkubaatiot tehdään kosteassa kammiossa 
näytteiden kuivumisen ehkäisemiseksi. Nostamalla inkubaatiolämpötilaa tai vasta-aineen pitoisuutta voi-
daan inkubaatioaikaa lyhentää (Naukkarinen ja von Boguslawsky 1998). 
Tässä työssä käytettiin ABC-värjäystä (avidiini-biotiini-entsyymikompleksimenetelmä). Kyseessä on 
epäsuora menetelmä, jossa esipestyjä leikkeitä inkuboidaan leimaamattomassa primaarivasta-aineessa. 
TBS-pesun jälkeen lisätään biotinyloitu sekundaarivasta-aine, joka tunnistaa primaarivasta-aineen. TBS-
pesun jälkeen lisätään entsyymikonjugaattia, joka kiinnittyy sekundaarivasta-aineeseen (Naukkarinen ja 
von Boguslawsky 1998). Entsyymin osoitus tapahtuu käyttäen hyväksi entsyymin substraattia ja kro-
mogeenia, joka tässä työssä oli 3,3´-diaminobentsidiini eli DAB. DAB muodostaa tummanruskean sa-
kan, joka ei liukene orgaanisiin liuottimiin tai veteen (Naukkarinen ja von Boguslawsky 1998). 
Värjäysten spesifisyyden varmistamiseksi käytetään usein positiivi- ja negatiivikontrolleja. Positiivi-
kontrolli sisältää tutkittavaa antigeenia ja siten myös antaa positiivisen värjäystuloksen. Negatiivikont-
rolli on käsitelty samalla tavalla kuin tutkittavat näytteet, mutta nämä ei sisällä tutkittavaa antigeenia tai 
värjäysprosessista jätetään primaarivasta-aine pois, jolloin näytteessä oleva antigeeni ei tule näkyviin 
(Naukkarinen ja von Boguslawsky 1998).  
 
 
3.3. Menetelmät 
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Työssä käytettiin ihmisen sarveiskalvonäytteitä, jotka oli valettu parafiiniin. Tutkittavia dystrofianäyt-
teitä oli 40. Positiivikontrollina käytettiin näytettä, jonka tiedettiin ilmentävän Hsp70-proteiinia. Nega-
tiivikontrollina oli sama näyte, mutta primaarivasta-aine jätettiin pois. 
Sarveiskalvoleikkeet deparaffinoitiin ksyleenissä ja rehydroitiin laskevassa etanolisarjassa (abs., 96%, 
70%), jonka jälkeen näytteet pestiin vedellä. Vetyperoksidikäsittelyn ja TBS-pesun (pH 7,4) jälkeen 
näytteitä inkuboitiin blokkausliuoksessa reagenssi A (Broad Spectrum 85-9043, Life Technologies, New 
York, USA) huoneenlämmössä 30 min. Primaarivasta-aineessa (1:50, valmistaja ja maa, Hsp70 anti-rat) 
näytteet olivat 30 min huoneenlämmössä ja vielä yön yli +5 C:ssa. Leikkeet pestiin TBS:lla ja inkuboitiin 
sekundaarivasta-aineessa 30 min (reagenssi B). Sekundaarivasta-aineen jälkeen TBS:lla pestyjä näytteitä 
inkuboitiin entsyymikonjugaatilla 30min (reagenssi C). Näytteet värjättiin käyttäen DAB-kromogeenia. 
Värjäytymistä seurattiin valomikroskoopilla ja kehittymisajaksi tuli 10 min. Värjäämisen jälkeen näyt-
teet pestiin TBS:lla ja vedellä. Tumaväriaineena oli Harrisin hetatoksyliini, joka värjäsi tumat sinisiksi. 
Liika sininen väri pestiin pois ammoniumvedessä. Dehydraation jälkeen näytteet pedattiin DEPEX-lii-
malla ja päälle laitettiin peitinlasit.  
 
3.4. Tulokset 
Kuvassa 2 on värjäyksen negatiivikontrolli sekä Hsp70 positiivinen sarveiskalvo. Positiivinen värjäyty-
minen näkyy ruskeana värinä positiivikontrollissa. Primaarivasta-aineen voidaan todeta olleen toimiva, 
koska negatiivikontrollileikkeessä, jota ei käsitelty primaarivasta-aineella, ei ole havaittavissa solujen 
värjäytymistä ruskeaksi. Ylimmissä kuvissa on 200-kertainen suurennos basaalisen epiteelin alueelta. 
Sarveiskalvon epiteelisolukerroksen uloimmat, litistyneet solut ovat värjäytyneet voimakkaimmin rus-
keaksi. Epiteelin alimmat, kuutiomaiset tyvisolut eivät värjäydy.  
Keskimmäisissä kuvissa on 200-kertainen suurennos sarveiskalvon endoteelin alueelta. Positiivinen vär-
jäytyminen näkyy koko endoteelisolukerroksessa. Endoteelin yläpuolella strooman alueella ruskeaa väriä 
ei ole havaittavissa.  
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Kuva 2. Hsp70 ilmeneminen sarveiskalvoleikkeissä. Negatiivikontrolli (vasen) ja positiivinen värjäytyminen (oi-
kea). Positiivisuus näkyy ruskeana värinä soluissa. Nuolet osoittavat epiteeli- (ylimmät kuvat) ja endoteelisolu-
kerroksia (keskimmäiset kuvat). Alimmaisessa kuvassa on positiivisesti värjäytynyt sarveiskalvo. Suurennus 100-
ja 200 – kertainen 
 
Kuvassa 3 A1 on lattice-tyyppinen sarveiskalvodystrofia. Hsp70 ilmenee sekä epiteeli- että endoteeliso-
luissa. Kuvassa 3 A2 nähdään Hsp70 kauttaaltaan koko epiteelisolukerroksen alueella. Erityisesti epitee-
lin uloimmat, litistyneet solut ilmentävät proteiinia voimakkaasti. Kuvassa 3 A3 on sarveiskalvon endo-
teeli, jossa Hsp70 ilmenee koko yksisolukerroksessa. Stroomassa lämpösokkiproteiinia ei ole. 
Myös makulaarisessa dystrofiassa Hsp70 näkyy erityisesti basaalisen epiteelin ja endoteelin alueella 
(Kuva 3; B1 ja B2). Epiteelin alimmat, kuutiomaiset tyvisolut ilmentävät parhaiten proteiinia. Läm-
pöshokkiproteiinia on selkeästi enemmän basaalisessa epiteelissä kuin endoteelisolukerroksessa (Kuva 
3; B2 ja B3). 
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Kuva 3. Hsp70 lattice-tyyppisessä- ja makulaarisessa sarveiskalvodystrofiassa. A1) Lattice-tyyppinen dystrofia, 
kuvassa koko sarveiskalvo. Hsp70-positiivinen värjäytyminen sarveiskalvon epiteelissä (musta nuoli) ja endotee-
lissä (valkoinen nuoli). A2) Lattice-tyyppinen dystrofia. Hsp70-positiivisesti värjäytyneet epiteelin uloimmat, li-
tistyneet solut (valkoinen nuoli).  A3) Lattice-tyyppinen sarveiskalvo. Hsp70 ilmenee endoteelissä (valkoinen 
nuoli), ei stroomassa (musta nuoli). B1) Makulaarinen dystrofia, koko sarveiskalvo. Musta ja valkoinen nuoli 
osoittavat Hsp70-värjäytyneitä epiteeli- ja endoteelisolukerroksia. B2) Makulaarinen dystrofia. Hsp70 ilmenee 
epiteelin alimmissa kuutiomaisissa soluissa (musta nuoli). B3) Makulaarinen dystrofia. Hsp70 endoteelissä (musta 
nuoli). Suurennos 100-200x. 
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4. Pohdinta 
Dystrofioihin johtavien kudosten toimintahäiriöiden on usein ajateltu johtuvan joko solun ulko- tai sisä-
puolelle kertyvistä proteiiniaggregaateista. Nämä aggregaatit edesauttavat solutasolla tapahtuvaa rappeu-
tumista ja lopulta johtavat solukuolemaan. Kaikilla soluilla on oma erityinen valvontajärjestelmä, jonka 
avulla kontrolloidaan proteiinien laskostumista sekä kertyneiden proteiinien puhdistusta. Lämpösokki-
proteiinit (Hsp) ovat solujen ainoa apukeino, joiden avulla voidaan korjata väärin laskostuneita prote-
iineja ja edelleen vapauttaa ne uudelleen käyttöön toimivana yksikkönä estäen näin aggrekaattien muo-
dostumista. Tässä tutkimuksessa selvitettiin Hsp 70:n ilmenemistä sarveiskalvon makulaarisessa ja lat-
tice-tyyppisessä sarveiskalvodystrofioissa, jotka ovat strooman dystrofioita. 
Kummassakin dystrofiatyypissä Hsp70 ilmeni kauttaaltaan basaalisessa epiteelissä ja endoteelin alueella 
lukuunottamaat sarveiskalvon stroomaa. Tämä osoittaa että solut ovat stressitilassa ja niissä esiintyy nor-
maalista poiketen runsaasti väärin laskostuneita proteiineja. Hsp70 pyrkii korjaamaan syntynyttä tilan-
netta laskostamalla proteiineja uudelleen. Hsp70 toiminta on aktiivisempaa makulaarisen dystrofian epi-
teelin kuutiomaisissa soluissa verrattuna lattice-tyyppiseen dystrofiaan. Sitä vastoin makulaarisessa dys-
trofiassa epiteelin uloimmissa, litistyneissä soluissa ei väärin laskostumista tapahdu niin paljon kuin lat-
tice-tyyppisessä dystrofiassa. Endoteelissä Hsp70 määrä on voimakkaampi lattice-tyyppisessä dystrofi-
assa.  
Tutkimuksesta puuttui terveen sarveiskalvon immunohistokemiallinen värjääminen, jolloin Hsp70:n vär-
jäytymisastetta olisi ollut helpompi verrata dystrofia sarveiskalvon ja terveen sarveiskalvon välillä. Tämä 
olisi tuonut lisäinformaatiota esimerkiksi siitä, minkä verran terve sarveiskalvo on jo valmiiksi altistunut 
stressille, ilman että siinä on kliinisesti havaittavia dystrofiamuutoksia. Lisäksi olisi saatu lisäinformaa-
tiota siitä, onko Hsp70 jatkuvasti läsnä sarveiskalvossa myös normaalitilanteessa, eli onko ns. terve sar-
veiskalvo kuitenkin jatkuvasti altistunut solustressille ja sen myötä ilmentäisi myös Hsp70 koko ajan.  
Saadut tulokset osoittavat, että sarveiskalvodystrofia saattaa olla väärin laskostuneista proteiineista joh-
tuva sairaus. Edeltävät tutkimukset osoittavat apoptoosin lisääntymistä sarveiskalvodystrofiassa (Kaar-
niranta ym. 2014). Tätä tapahtuu erityisesti epiteliaalisissa soluissa, keratosyyteissä sekä endoteliaali-
sissa soluissa, korostaen apoptoosin patogeneettistä merkitystä. Hsp70:llä on voimakas antiapoptoottinen 
kapasiteetti, mistä johtuen se voi säästää paremmin basaaliset epiteliaaliset solut kuin stromaan solut, 
joissa ei Hsp70:tä ei ilmentynyt. Hsp70:n ilmentymättömyys strooman alueella voi olla osoitus Hsp70:n 
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ylittyneestä kapasiteetista tai kyvyttömyydestä toimia kyseisellä alueella, jolloin proteiinipuhdistus jää 
vaillinaiseksi ja syntyy proteiiniaggregaatteja. Lisäksi strooman alueella on ainoastaan vähän keratino-
syyttejä eli soluja, jotka tuottaisivat Hsp70 proteiinia. Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu osassa dys-
trofioissa mutaatioita geeneissä sekä taudin periytyvyys, muutoin patogeneesi dystrofioiden taustalla on 
edelleen epäselvä (Irvine ym 2002, Klintworth 2009).  
Sarveiskalvodystrofian patologiassa on tärkeää ymmärtää solussa olevan proteiinikompleksin tehtävät: 
huolehtiminen proteiiniaineenvaihdunnasta, toimiminen välittäjänä solujen stressireaktiossa sekä solu-
kuoleman edesauttaminen. Osana sarveiskalvodystrofian patogeneesiä näyttäisi olevan sekä basaalisen 
epiteelin että strooman solujen proteosomaalinen puhdistuminen. Samanaikaisesti tapahtuvat solustres-
sin lisääntyminen ja huonontunut virheellisesti laskostuneiden proteiinien hajotus häiritsevät proteiinien 
käsittelyä ja saattavat lopulta johtaa erilaisiin sakkakertymiin sarveiskalvolla. Asian selvittäminen vaatii 
kuitenkin lisätutkimuksia. 
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